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Resumen
Koscinczuk, P.; Ortega, H.; Daillard, B.; Mussart, N.B.: Valoración bioquímica, histo-
patológica e inmunohistoquímica del daño renal causado por veneno de Bothrops neuwie-
dii en ratas. Rev. vet. 18: 1, 14–19, 2007. El objetivo del trabajo fue elucidar algunos aspectos 
del daño renal causado por veneno de Bothrops neuwiedii (yarará chica), especialmente el 
rol asumido por la mioglobina, teniendo en cuenta el daño muscular provocado por la morde-
dura de dicho ofidio. Se dispuso de 35 ratas Wistar de 280 g de peso. Cinco animales fueron 
inyectados vía IM con 0,2 ml de solución fisiológica (controles que no registraron cambios 
significativos) y las restantes con 1400 ug del veneno, siendo divididas en 6 grupos de 5 ratas 
cada uno, acorde al lapso de sacrificio (3, 6, 12 y 24 horas, 7 y 28 días). En dichos lapsos se les 
extrajo sangre para realizar determinaciones bioquímicas relacionadas a los daños muscular 
(creatinfosfoquinasa CPK, aspartatoaminotransferasa AST) y renal (urea, creatinina), orina 
(pH, densidad), así como muestras de tejido renal para estudios histopatológicos e inmunohis-
toquímicos (detección de mioglobina por anticuerpos policlonales). Las actividades de AST 
y CPK se elevaron (p < 0,05) con acmés a las 24 y 6 h respectivamente, en el último caso al-
canzando valores de 2.895 UI/l, indicadores de severo daño muscular. Ambas enzimas remi-
tieron a valores normales a los 7 días. En suero también aumentaron (p < 0,001) los niveles de 
creatinina (22,7 mg/l a las 6 horas) y urea (1,52 g/l a las 12 h), señalando la presencia de daño 
renal. La densidad urinaria declinó a partir de las 12 h post-inoculación, alcanzando su míni-
mo valor (1.010) a los 28 días. La histopatología reveló cambios progresivos que se iniciaron 
con degeneración hidrópica y presencia de cilindros hialinos en túbulos proximales y distales, 
culminando con necrosis tubular y hemorragia intersticial. La marcación para mioglobina 
resultó positiva a partir de las 3 h en membrana glomerular, células tubulares y luz tubular. 
Con el transcurrir del tiempo la mioglobina fue detectada en áreas medulares, incluyendo 
asas de Henle y túbulos colectores. Se concluye que la mioglobina participa decisivamente en 
la instalación del daño renal provocado por el veneno estudiado. 
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Abstract
Koscinczuk, P.; Ortega, H.; Daillard, B.; Mussart, N.B.: Biochemical, histopathological 
and immunohistochemical evaluation of the renal damage caused by Bothrops neuwiedii 
venom in rats. Rev. vet. 18: 1, 14–19, 2007. The objective of this trial was to elucidate some 
aspects of the renal damage induced by Bothrops neuwiedii (“yarará chica”) venom, caused 
by myoglobin release after the muscular damage that characterizes this envenoming. Thirty 
five Wistar rats weighting 280 g, were selected. Five animals were injected IM with 0.2 ml 
of normal saline solution (control animals, which did not register significant changes). The 
remaining rats were injected with 1400 ug of venom; six groups of five animals each were 
constituted, according to time to sacrifice (3, 6, 12 and 24 hours, 7 and 28 days). In each 
group, blood samples were obtained to determine serum biochemical parameters related with 
muscle damage (creatin phosphokinase CPK, and aspartate aminotransferase AST activi-
ties), renal failure (urea, creatinine), and samples of renal tissue for histopathologic studies 
and immunohistochemistry (polyclonal antibody for myoglobin). Urine samples were also 
gathered (for pH and density). AST and CPK activities increased (p < 0.05), with peaks at 24 
and 6 h respectively. CPK showed a maximum value of 2895 IU/l, indicating severe muscle 
damage. Both enzymes returned to normal values in 7 days. In serum, creatinine (22.7 mg/l 
at 6 h) and urea (1.52 g/l at 12 h) were increased, thus demonstrating renal damage. Twelve 
2INTRODUCCIÓN
El veneno de Bothrops neuwiedii (yarará chica), al 
igual que otros venenos del mismo género de ofidios, se 
caracteriza por poseer sustancias capaces de producir 
lesiones locales y sistémicas. Dentro de las primeras se 
destacan edemas, hemorragias y necrosis musculares y 
entre las sistémicas figuran las alteraciones de la coagu-
lación y la falla renal aguda 1, 3, 5, 10, 20, 21, 23 . El daño renal 
es una secuela asociada a distintos venenos ofídicos. En 
su etiología han sido señalados los efectos de agentes 
nefrotóxicos directos 4 , el desarrollo de coagulación 
intravascular diseminada 1, 9 y la acción de enzimas pro-
teolíticas y sustancias vasoactivas que actuarían sobre 
las células epiteliales tubulares 17 . Por otra parte, debe-
ría tenerse en cuenta la acción ejercida sobre el parén-
quima renal por sustancias liberadas a partir de áreas 
de necrosis, como la mioglobina 15, 16, 19 . No obstante, 
para que la mioglobina pueda inducir insuficiencia re-
nal aguda se necesitan varios factores como hipovole-
mia/deshidratación, aciduria e intensa vasoconstricción, 
obstrucción intraluminal por cilindros pigmentados y 
necrosis de las células epiteliales tubulares proximales 
por toxicidad directa intra y/o extracelular 31 .
Una vez que la mioglobina es liberada en gran can-
tidad a partir del músculo esquelético dañado, excede la 
capacidad de las globulinas transportadoras del plasma 
y se filtra rápidamente por los glomérulos, fenómeno 
favorecido por su bajo peso molecular 29, 31 . De esta ma-
nera pasa a integrar el filtrado glomerular, a partir del 
cual puede ser reabsorbida merced a receptores de la 
membrana de las células epiteliales tubulares 11 o que-
dar libre en el filtrado, dando lugar a la formación de ci-
lindros pigmentados. Algunos investigadores proponen 
que esta mioglobina libre podría inducir injuria oxidati-
va como resultado de la liberación de hierro a partir del 
propio pigmento. En este caso, el hierro podría realizar 
un ciclo redox promoviendo las reacciones de peroxi-
dación lipídica como una consecuencia de su habilidad 
para descomponer hidroperóxidos lipídicos a radicales 
peroxyl y alkoxyl 24 . 
Considerando que el veneno de B. neuwiedii posee 
fosfatasas miotóxicas 12 y que el daño muscular induce 
a la liberación de mioglobina, se postula que este pig-
mento podría asumir algún rol en el desarrollo de la 
insuficiencia renal. Bajo esta hipótesis, el objetivo del 
trabajo fue detectar la presencia de mioglobina en el 
tejido renal luego de la administración del veneno de 
dicha víbora.
MATERIAL Y MÉTODOS
Se dispuso de 35 ratas Wistar de 280±20 g de peso y 
sexo macho, las que fueron divididas en 7 grupos, cada 
uno de ellos integrado por 5 animales. Uno de los gru-
pos operó como control, siendo inyectado vía IM con 
0,2 ml de solución fisiológica. Los ejemplares restantes 
fueron inoculados con 1.400 ug de veneno vehiculiza-
dos en 0,2 ml de solución fisiológica, aplicados vía IM 
en el gastronemio. Se utilizó veneno crudo obtenido por 
extracción manual de ejemplares adultos de Bothrops 
neuwiedii diporus capturados en la Provincia de Co-
rrientes, el cual fue desecado en campana de vacío, ho-
mogeneizado y conservado a -20ºC hasta el momento 
de su uso.
Las ratas de los seis grupos experimentales fueron 
sacrificadas sucesivamente a las 3, 6, 12 y 24 horas, 7 
y 28 días post inoculación del veneno. Para obtener las 
muestras de sangre y tejido renal, los animales fueron 
anestesiados con hidrato de cloral intraperitoneal (0,3 
ml/200 g de peso) y sometidos a dislocación de la arti-
culación atlanto-occipital. 
En cada uno de los tiempos planificados, previa-
mente al sacrificio se realizaron extracciones de sangre 
por punción de la vena cava posterior. Con el suero ob-
tenido y mediante kits analíticos Wiener Lab se realiza-
ron las determinaciones de aspartatoaminotransferasa 
(AST, técnica UV optimizada c/NADH-oxaglutamato, 
334 nm), creatinfosfoquinasa (CPK, método UV opti-
mizado con ATP-cisteína, 340 nm), urea (técnica de la 
ureasa, lecturas a 570 nm) y creatinina (método direc-
to sin desproteinización, técnica del ácido pícrico, 510 
nm). Las lecturas se efectuaron en un espectrofotóme-
tro digital Zeltec ZL-5000. 
La recolección de las muestras de orina, en cada 
tiempo programado, se realizó desde el piso de las jaulas 
previamente cubierto por láminas de plástico. Luego de 
medir la densidad mediante refractometría, se evaluó el 
pH y la presencia o ausencia de proteínas, glucosa, cuer-
pos cetónicos, bilirrubina y urobilinógeno mediante ti-
ras reactivas Multistix (Bayer). Finalmente, las muestras 
se centrifugaron a 3.000 rpm durante 15 min para exa-
minar microscópicamente el sedimento urinario.
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hours post-inoculation, urinary density declined, reaching its minimum value (1010) at 28 
days. Histopathology showed progressive changes that began with hydropic degeneration and 
presence of hyaline casts in proximal and distal tubules, and tubular necrosis and interstitial 
haemorrhage in the final stages. Myoglobin was present in the glomerular membrane, tubular 
cells and tubular lumen at 3 hours post-inoculation. Later, myoglobin was also observed in 
medullar area, Henle asa, and collector tubules. In conclusion, myoglobin takes an important 
role in the settle of kidney damage induced by Bothrops newiedii venom.
Key words: rat, Bothrops venom, renal damage, immunohistochemistry, myoglobin.
3Las muestras de tejido renal fueron procesadas se-
gún la técnica histológica convencional y coloreadas con 
hematoxilina-eosina (HyE) y ácido periódico de Schiff 
(PAS). La expresión de mioglobina en tejido renal se 
evaluó mediante inmunohistoquímica (IHQ), usando 
un anticuerpo policlonal (BioGenex). Para la marcación 
se utilizó el método estreptavidina-peroxidasa (Histos-
tain–SP Peroxidase Bulk Kits, Zymed, USA) y como 
cromógeno se empleó la 3,3-diaminobenzidina (Liquid 
DAB-Plus-Zymed, USA). 
El análisis de la variancia de los datos obtenidos 
a partir de las muestras de suero se realizó mediante 
estadísticas paramétricas (ANOVA de una vía), previa 
verificación de la simetría distribucional (test de Wilk 
Shapiro). Las diferencias entre medias fueron estable-
cidas utilizando el test de Duncan. Los datos recogidos 
a partir de las muestras de orina fueron tratados como 
no paramétricos, aplicándose el test de Kruskall-Wallis. 
Para todas las inferencias se estipuló un riesgo alfa del 
5%, por debajo del cual fue rechazada la hipótesis nula 
de igualdad.
RESULTADOS
Bioquímica clínica. Como muestra la Tabla 1, la 
actividad AST presentó su valor promedio más alto a 
las 24 horas, retornando a valores semejantes a los de 
los animales controles en la primer semana. En cambio 
CPK ostentó su acmé a las 6 horas y luego descendió al-
canzando valores semejantes a los iniciales a los 7 días. 
Los niveles de urea y creatinina se elevaron a partir de 
las 3 y 6 horas post-inoculación respectivamente, con 
picos máximos a las 12 y 6 horas respectivamente. Para 
todas las determinaciones séricas, el análisis de la va-
riancia reveló diferencias significa-
tiva entre grupos (p < 0,05). 
Urianálisis. Dentro de las pri-
meras 12 horas post-inoculación del 
veneno se observaron cambios de la 
coloración de la orina, coincidentes 
con la aparición de sangre-hemo-
globina-mioglobina detectada por 
las tiras reactivas. Durante las tres 
primeras horas el color fue rojo os-
curo; luego la tonalidad fue dismi-
nuyendo. A las 24 horas solamente 
unos pocos ejemplares mantenían coloración anormal 
de la orina, siendo normal en los restantes. La densidad 
(Tabla 2) reveló una ligera elevación inicial (6 horas) 
para luego disminuir en forma sostenida y progresiva 
hasta la cuarta semana, diferencias que fueron estadísti-
camente significativas. Los cambios de pH fueron algo 
irregulares, manteniéndose por debajo del nivel normal 
durante las primeras 24 horas. 
En el sedimento urinario de las ratas controles no 
se presentaron anormalidades, en tanto que en las ino-
culadas aparecieron cristales de urato amorfo y fosfato 
triple acompañados por otros de color anaranjado bri-
llante, que se interpretaron como cristales de mioglobi-
na. Paralelamente se registró la presencia de cilindros 
hialinos, granulosos y celulares. Estos cambios alcan-
zaron mayor magnitud a las 12 horas. Durante la primer 
semana se constató proteinuria constante, con acmé a 
las 12 horas. En el grupo sacrificado a las 24 horas tam-
bién se verificó glucosuria. 
Histopatología e inmunohistoquímica. En todos 
los animales, a las tres horas se observaron fenómenos 
de degeneración hidrópica en las células epiteliales de 
los túbulos proximales y distales, con cilindros hiali-
nos, dilatación de la luz tubular y congestión renal. Es-
tos fenómenos se intensificaron hacia las 6 horas, con 
pérdida del ribete en cepillo, vacuolización citoplas-
mática y, en algunos túbulos, degeneración y necrosis 
con congestión y hemorragia intersticial (Figura 1). 
Por otra parte, desde las 3 horas post-inoculación 
se visualizaron cilindros hialinos rosados, homogé-
neos, ocupando toda la luz de los túbulos contorneados 
proximales, distales y asas de Henle. Tales cilindros 
aún estaban presentes en el grupo sacrificado a las 24 
horas. Con la coloración de PAS se observó ruptura de 
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Tabla 2. Densidad y pH urinario ( ± DE), según lapso de muestreo (n = 35).
grupo densidad pH
controles (n=5) 1.060 ± 0.010 a 8,0
3 horas (n=5) anuria anuria
6 horas (n=5) 1.074 ± 0.013 a 6,0
12 horas (n=5) 1.015 ± 0.031 b 5,6
24 horas (n=5) 1.017 ± 0.006 b 6,5
7 días (n=5) 1.013 ± 0.085 b 8,5
28 días (n=5) 1.010 ± 0.078 b 7,8
En cada línea, diferentes letras indican diferencias significativas.
Tabla 1. Valores de CPK, AST, urea y creatinina ( ± DE), según lapso de muestreo (n=35).
grupo CPK (UI/l) AST (UI/l) urea (g/l) creatinina (mg/l)
controles (n=5) 585 ± 210 a 43 ± 13 a 0,43 ± 0,14 a 10,6 ± 1,3 a
3 horas (n=5) 2.124 ± 105 b 52 ± 7 a 0,90 ± 0,20 a 13,4 ± 2,5 a
6 horas (n=5) 2.895 ± 674 b 130 ± 10 b 1,35 ± 0,29 b 22,7 ± l,5 b
12 horas (n=5) 2.410 ± 135 b 103 ± 16 b 1,52 ± 0,38 b 22,4 ± l,9 b
24 horas (n=5) 785 ± 465 a 246 ± 39 b 1,08 ± 0,46 b 15,6 ± 2,0 a
7 días (n=5) 444 ± 122 a 40 ± 4 a 0,54 ± 0,80 a 9,6 ± 0,89 a
28 días (n=5) 604 ± 263 a 61 ± 11 a 0,48 ± 0,50 a 14,4 ± 0,14 a
En cada línea, diferentes letras indican diferencias significativas.
4las membranas basales de algunos túbulos contornea-
dos a las 6 horas post-inoculación (Figura 2).
A las 4 semanas se observó tumefacción de células 
del epitelio tubular con dilatación de la luz, presencia 
de cilindros hialinos y células descamadas en la luz 
de los túbulos contorneados. Mientras que los túbu-
los de algunas nefronas presentaban células epiteliales 
aplanadas, otras permanecieron normales. En algu-
nos glomérulos se observó un aumento del espacio de 
Bowman.
La técnica inmunohistoquímica evidenció la pre-
sencia de mioglobina en todos los animales, a las 3 ho-
ras post-inoculación del veneno, tanto en la membrana 
glomerular como en la luz de los túbulos contorneados 
y colectores, formando los cilindros hialinos observa-
dos en los cortes coloreados con HyE (Figuras 3 y 4). 
Esta marcación se tornó más débil hacia las 24 horas, 
desapareciendo a partir de los 7 días.
DISCUSIÓN 
Utilizando una dosis de 0,4 mg/kg de veneno de B. 
moojeni vía EV, otros investigadores describieron que 
a las 5 horas aparecía pérdida del ribete en cepillo y 
vacuolas citoplasmáticas en las células tubulares, así 
como degeneración y descamación de tejido necrótico 
4 , observaciones semejantes a las verificadas en nues-
tro ensayo utilizando dosis más alta por vía intramus-
cular. La coloración PAS permitió confirmar las lesio-
nes de la membrana basal. A las 3 horas la superficie 
apical de las células epiteliales tubulares presentaron 
destrucción del ribete en cepillo, semejante a la repor-
tada por otros investigadores 27 , con áreas de engro-
samiento y pérdida de la continuidad de la membrana 
basal, como fuera descrito para el veneno de B. moo-
jeni 5 . Al igual que para el veneno de B. jararacussu 
22 en las ratas del presente ensayo se observó edema e 
infiltrado inflamatorio intersticial. 
La necrosis tubular aguda ha sido reportada en ac-
cidentes naturales causados por distintas especies de 
Bothrops 1, 2, 6 . Si bien fue sugerido que la necrosis cor-
tical podría deberse a coagulación intravascular, injuria 
tóxica directa del endotelio vascular y/o espasmo 1 , en 
el presente trabajo no se encontraron trombos en las pe-
queñas arterias, arteriolas o capilares glomerulares. Por 
este motivo, no se puede afirmar que la coagulación in-
travascular pudiera ser la causa de la isquemia y necro-
sis cortical por oclusión vascular, como lo describieran 
los mencionados autores.
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Figura 1. Riñón (6 horas post-inoculación del veneno). 
Alteraciones degenerativas y necrosis en el epitelio tu-
bular (PAS, 200X).
Figura 3. Riñón (3 horas post-inoculación del veneno). 
Inmunomarcación de mioglobina en el glomérulo y en 
la luz de los túbulos (IHQ, 400X).
Figura 2. Riñón (6 horas post-inoculación del veneno). 
Necrosis y pérdida de los restos celulares en túbulos re-
nales, dejando descubierta la membrana basal. Pigmento 
amarillo-verdoso entre los restos celulares (PAS, 400X).
Figura 4. Riñón (3 horas post-inoculación del veneno). 
Intensa inmunomarcación de mioglobina en intersticio y 
túbulos colectores de zona medular (IHQ, 400X).
5Los cilindros hialinos que se tiñeron homogénea-
mente con HyE y fueron positivos a la inmunomar-
cación para mioglobina en los túbulos proximales, 
distales y asa de Henle, fueron semejantes a los re-
portados para otros venenos de ofidios 25, 26 . 
La presencia de mioglobina en los túbulos puede 
desarrollar insuficiencia renal aguda. Hay evidencias 
que relacionan las lesiones oxidativas con las altera-
ciones sufridas por las hemoproteínas dentro de las 
células epiteliales tubulares 24, 29, 31 . No se descarta 
que estos daños oxidativos ocurran simultáneamente 
a otras lesiones que pudieran ejercer las toxinas en 
forma directa, como la injuria renal inducida por la 
peroxidación lipídica. Este efecto fue demostrado en 
células epiteliales tubulares aisladas de ratas machos 
de la cepa Wistar, tratadas con veneno de B. jararaca 
8 . Tampoco pueden dejar de considerarse las altera-
ciones del flujo de filtración y del filtrado glomerular 
generados por el veneno de B. jararaca administrado 
por vía endovenosa 7 , o los efectos antibacterianos y 
nefrotóxicos inducidos en ratas por las miotoxinas I y 
II aisladas del veneno de B. jararacussu 3 .
Los venenos de serpientes son excretados por los 
riñones 13, 18, 30 en tanto éstos dispongan de un alto 
flujo sanguíneo y elevada capacidad para concentrar 
sustancias en la orina. Se asume que la concentración 
tubular puede alcanzar 10 a 20 veces la concentra-
ción sanguínea 8 . En el presente ensayo, la anuria 
registrada en las primera horas y las precoces ele-
vaciones de urea y creatinina sugieren el estableci-
miento de una insuficiencia renal aguda, como fuera 
descrito por otros autores 28 . El ulterior incremento 
de la concentración urinaria podría relacionarse al 
aumento de los solutos del filtrado glomerular 14 , en 
nuestro caso representados por glucosa y proteínas.
Los cambios histopatológicos alcanzaron su 
máxima expresión hacia las 24 horas (necrosis tubu-
lar), coincidiendo con las mayores alteraciones fisi-
coquímicas de la orina. En cambio, en ese lapso los 
parámetros séricos comenzaron a descender, proba-
blemente debido a una hemodilución instalada como 
consecuencia de la regulación compensadora de la 
ingesta hídrica. Usualmente, el daño de las células 
tubulares renales se acompaña de alteraciones de los 
mecanismos de concentración de orina y de regula-
ción de la natremia, provocando poliuria y polidipsia 
como respuestas compensadoras. En el presente ensa-
yo, el aumento del volumen urinario y la disminución 
de la densidad concordaron con los hallazgos histo-
patológicos de necrosis tubular aguda, en coinciden-
cia con lo reportado por otros investigadores 14, 28 . 
Se concluye que la presencia temprana de miog-
lobina en la luz de los túbulos contorneados, asa de 
Henle y colectores, asociada a las manifestaciones 
degenerativas y necróticas observadas, indican que 
dicho pigmento participa en la instalación del daño 
renal provocado por el veneno de Bothrops neuwie-
dii.
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